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fen La pnSsente invention conceme des agents de protec- 
tion des cellules contre des espfcces chimiques & oxyg&ne 
actif qui sont utiles comme constituants de cosmStiques et 
peuvent Stre prepares & partir de I'extrait total ou purifi6 de 
matieres veg6tales, par exemple, des feuilies de Camellia 
sinensis L. f des racines d'alpinia officinarum Hance et des 
racines de Scutellaria baicalensis Georgi contenant des fla- 
vonotdes biochimiquement actifs tels que le gallate de (-)- 
6pigallocatechine, la galangine ou la baical6ine comme 
constituant principal, et contenant ces flavonoTdes en gran- 
des quantites. 
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AGENTS DE PROTECTION DES CELLULES CONTRE LES ESPECES 
CHIHIQUES A OXYSENE ACTIF ET LEUR PREPARATION 

La prdsente invention concerne des agents de 
protection des cellules contre les espfcces chimiques & 
oxygfcne actif. Les agents de -promotion des cellules 
contiennent des flavonoides biochimiquement actifs et 
i Is sont _ s.uppasis.j§tr.e_utiLT^able&-cofflffle^c^nstituants 
de cosmetiques. 

Les espfeces chimiques & oxyg&ne actif sont 
connues pour provoquer une degradation des cellules, 
des mutations, le cancer et le v iei llissement par 
peroxydation des lipides, degradation des proteines, 
alteration des acides nucieiques etc. (Leibovitz, B.E. 
et Siegel B.W. (1980), J. Gerontol., 35,45; Foote, C.S. 
C1982) "Pathology of Oxygen" (A. P. Autor, ed.) Academic 
Press, N.Y., 21; Straight, R.C. et Spikes, J.D. (1985), 
"Singlet Oxygen, vol. IV, Reaction Modes and Product, 
Part 2" (Frimer, A. A. ed.). 

Les esp£ces chimiques d oxygdne actif peuvent 
comprendre I'oxygfcne singulet, le radical hydroxyle, le 
radical anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogftne, 
etc., et de nombreuses etudes sont en cours sur les 
composes chimiques et enzymes capables de les inactiver 
ou de les pifeger. 

II a deja ete indique precedemment que le fi> - 
carotene CFoote, C.S. et Denny, (1968), j. Am. Chem. 
Soc, 90,6233) ou I 1 ^-tocopherol (Fahrenholtz, S.R. et 
Doleiden, F.H. (1974), Photochemistry and photobiology, 
20, 505-509) presente une activite d 1 inact ivation 
efficace contre I'oxygene singulet qui a une grande 
importance biologique pour les cellules de la peau 
frequemment exposees b la lumifcre solaire. 

Comrae capteurs du radical hydroxyle qui sont 
connus pour Stre les plus r6actifs vis-a-vis des 
espfeces chimiques k oxygfene actif, on peut citer par 
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exeraple te manni tol (Mart in, J. P. et Logsdon, N.(1987), 
J. Biol. Chera. 262, 15, 7213-7219), le tryptophane, te 
forraiate, le t-butanol, Uthanol CBors, W. et Michel, 
C. (1977) Eur. J. Biochem., 95, 621-627) etc., tandis 
5 que'des 6tudes sxrr la superoxyde disrautase, une enzyme 

de I'organisme vivant t ransf ormant le radical anion 
superoxyde en peroxytie- d*hydrog£n* et- sur- la ~cata lase 
ou la glutathion peroxydase, une enzyme de I'organisme 
vivant d£composant le peroxyde d'hydrog&ne en eau et en 

10 oxygfcne sont activement poursuivis en relation avec le 
vieillissement des cellules (Hans Nohl et Dietraar 
Hegner (1979), Mechanisms of Ageing and development, 
11,145-151). 

Ces derni&res ann£es, certains types de 

15 flavonoides presents dans les mati&res v£g£tales 
utilis&es pour le traitement de maladies tr6s diverses 
depuis les temps anciens se sont r£v£l£s r£agir avec 
diverses espfeces chimiques & oxygdne actif, i savoir 
l'oxyg£ne singulet (Sorata, Y., Takahama, U. et Kimura, 

20 M. (1984), Biochem, Biophys. Acta. 799,31; Matuura, T., 
Katsushima, H. , Nakashima, R . (1970), Tetrahedron, 
26,435; Takahama, U., Youngman, R.J., Elsther, E.F. 
(1984), Photobiochem. Photobiophys, 7,175-181), le 
radical anion superoxyde (Baumann, J., Wurm, 6. et 

25 Bruchhausen, F.V. (1980), Arch. Pharm. 313,330), le 
radical hydroxyle (Nasr,C, Pincemail, J., Brasseur, T. 
Deby, C, Haag,H., Angenot, L. , Anton, R. (1987), Ind. 
Int. Symp. on Plant Flavonoids in Biology and medicine, 
p69, Husain, S.R., Cillard, J. et Cillard, P. (1987), 

30 Phytochemistry, 26,2489), et le peroxyde d'hydrog&ne 
(Barz, W., Wiermann, R. (1981) dans Proc. Int. 
Bioflavonoid Symp., pp185, Barz, W., Koster, J., 
Weltring, K. M tractk, D.(1985), Ann. Proc. Phytochem. 
Soc. Eur., 25,307; Miller, E. , Schreier, P. (1985), 

35 Food Chem. 17,143). 
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En outre, en ce qui concerne Les flavonoides, 
L'activite de pUgeage des radicaux libres (Wolf Bors 
et Manfred Saran (1987), Free Rad. Res. Comms., vol.2, 
n°4-6, 289-294) et l'activite de repression de la 
peroxydation des lipides (Younes, M., Siegers, CP. 
(1981) Planta Medica, 43,240) ont dejS ete etudiees et 
on a egalement etudie-l 'act+vit*— inhibi trice pour uhe 
enzyme oxydante de I'organisme vivant telle que la 
lipoxygenase etc. (Baumann, J., Bruchhausen, F.V. et 
Hurra, 6. (1980), Prostaglandins, vol.20, n°4, 627). 

Dependant, malgre les nombreuses Etudes 
precitees, les flavonoides n'ont pas pu Stre utilises 
dans la pratique comroe agents de protection des 
cellules contre les espfcces chimiques k oxygfene actif, 
car ces etudes : 

1) concernent pour la plupart uniquement la 
reaction physi cochimique ; ou 

2) n'ont pas pu s'ecarter du niveau 
enzymatique meme dans le cas du traitement de La 
reaction biochimique ; ou 

3) n'ont pas pu expliquer Le m£canisme meme 
si leur efficacite plus ou moins eievee en clinique est 
reconnue. 

Dans ces conditions, une consequence 
inevitable a ete que des methodes expirimenta les 
quantitat i ves et signif icati ves du point de vue 
biochimique et biologique n'ont pas ete roises au point. 

La demanderesse a porte son attention sur le 
fait que si I'on mettait au point des methodes 
experimentales quantitati ves et signif i catives du point 
de vue biochimique-biologique, les flavonoides seraient 
utilisables comme agents de protection des cellules 
contre les espfeces chimiques d oxyg£ne actif car Les 
flavonoides ont une grande utility en raison de leurs 
diverses activites resultant de Leurs structures 
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varices et de leurs teneurs eiev6es dans Les matures 
v£g£tales. Partant de ce fait. La demanderesse a essays 
dans un premier stade de mettre au point et d'etabLir 
Les methodes experimentaLes, et elle a effectue dans un 

5 second stade des etudes quanti tati ves au moyen des 

methodes expSrimenta Les ainsi obtenues. 

Par consequent. La pr£sente invention fournit 
une methode experimenta Le quantitative et efficace du 
point de vue biochimique et bioLogique n6cessaire pour 

10 Le d6ve Lopperaent d'agents protecteurs des celLules 
contre Les esp&ces chimiques k oxyg&ne actif, eLLe 
choisit des flavonofdes pr£sentant L'effet Le pLus 
prononce au moyen de La methode ainsi obtenue et eLLe 
interprfete Le mecanisme de L'activite ; en consequence, 

15 La pr£sente invention est pricieuse pour perroettre 
t'uti lisation pratique des agents protecteurs des 
ceLLuLes contenant des fLavonoides biochimiquemet 
actifs. 

La prdsente invention concerne un proc£d£ 

20 pour mesurer quant itativement I'activite de protection 
des cellules des fLavonoides contre Les esp£ces 
chimiques & oxyg&ne actif au moyen d'une experience de 
photohemolyse des erythrocytes significative du point 
de vue biochimique-biologique. 

25 (.'experience de photoh6moLyse des 

erythrocytes a ete effectuee pour interpreter Le 
mecanisme de L'hemolyse par Les espfeces chimiques & 
oxygene actif ou par La lumifere (Epiling, 6. A. et 
Sibley, M.T. (1987), Photochem. Photobiol., 46,39; 

30 LamoLa, A. A. et Doleidon, F.H. (1980), Photochem. 
Photobiol., 31,597, VaLenzeno, D.P. (1984) Photochem. 
Photobiol., 40,681), mais eLLe n'a pas ete utilisee 
dans une experience quantitative, car divers facteurs 
influants sur cette experience n*ont pas ete 

35 suffisamment pris en consideration. La demanderesse a 
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supposE que si les conditions expErimenta les permettant 
une mesure quantitative et significative du point de 
vue biochimique-biologique Etaient Etablies, 
I'expErience ci-dessus serait plus simple que 
5 I'expErience sur I'animal et pourrait fournir ttes 

informations trEs utiles en peu de temps. Elle a 
poursuivi les Etudes pour aboutir £ la prEsente 
invention. 

Comme consequence des Etudes sur les effets 
1 Q de divers flavonoides en utilisant la mEthode 
expErimenta le de photohEmolyse des Erythrocytes mise au 
point, les faits nouveaux suivants ont EtE Etablis ; 

1) En plus de la reaction de degradation 
physi co-chimi que directe par les espEces chimiques & 

15 oxygEne actif, une reaction biochimique secondaire est 
responsable de La photohEmolyse des Erythrocytes. 

2) Les flavonoides peuvent etre classEs en 
plusieurs groupes, h savoir un groupe rEagissant 
directement par voie physico-chimique avec les esp&ces 

20 chimiques £ oxygEne actif CmyricEtine, quercEtine, 
etc.), un groupe agissant principalement dans le stade 
de reaction biochimique secondaire (galangine, 
kaempfErol, etc.) et un groupe agissant dans les deux 
stades ((-)-EpigallocatEchine, ba'calEine). 

25 3) Lorsque des flavonoides agissant 

respectivement dans des stades diffErents ont EtE 
traitEs ensemble, l"activitE a EtE augmentEe d'une 
man i Ere synergique . 

4) Parmi Les flavonoides essayEs le gallate 

30 de C-O-Epiga I locatEchine a prEsentE une forte activitE 
dans les deux stades et la galangine a prEsentE d'une 
maniEre surprenante une activitE pa rt i cu li Erement forte 
dans le stade de la rEaction biochimique secondaire. 

La demanderesse a choisi les matidres 

35 vEgEtales contenant les flavonoides biochimiquement 
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actifs en grandes quantites de La mani&re decrite ci- 
apr&s en vue de mettre au point Les agents protecteurs 
des cellules contre les espfeces chimiques i oxygene 
actif en appliquant les r^sultats de I'etude ci-dessus, 
et elle a prepare des agents protecteurs des cellules & 
partir des extraits. 

1) Cammellia sinensis L., gallate de (1)- 
epigallocatechine (teneur : 8% des feuilles sfeches) . 

2) Alpinia officinarul Hance ; (galangine 
teneur : 1% dans les racines sSches). 

3) Scutellaria baicalensis Georgi ; 
baicaieine et ses glycosides (teneur 3% dans les 
racines s&ches). 

Le proc£d£ de preparation de la solution 
contenant I'extrait total est le suivant : le procede 
est caracterise en ce qu'on extrait les matidres 
vegetales s&ches avec de I'eau ou une solution aqueuse 
d'ethanol, de propy Uneg lycol, de buty Uneglycols ou de 
glycerols, en ce qu'on ajoute de I'eau ou une solution 
aqueuse de butyieneglycols, de glycerol d la solution 
contenant I'extrait et en ce qu'on la fait vieillir 
dans une chambre froide. Cette solution peut itre 
utilis£e elle-mSme comroe agent de protection des 
cellules. 

La description detailUe et le procede de 
preparation de I'extrait purifie seront donnas dans les 
exemples ci-dessous. 

Essai 1 : Mesure de I'activite de protection des 
cellules des flavonoides contre les espices chimiques k 
oxyg&ne actif. 

1) Preparation des echantillons 
Divers flavonoides, h savoir la galangine, le 
gallate de (-)-epigallocatechine (EGCG), la quercetine, 
le kaempferol, la myricetine, la 3-hydroxyf lavone, la 
rutine, I'apigenine, la chrysine, I'acacetine, la 
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baicaline, la flavone, La 7,8-benzof lavone, la (-)- 
epicatechine, la (+)-catechine, la silybine, la 
dihydrorobinetine, la taxifoline et I * a romadendr i ne et, 
comme temoin, I 'ct-tocopherol (chacun 4 mmoles) ont ete 
dissous dans 1,01 d»ethanol pour obtenir des 
echanti lions. 

2) Wesure 

Du sang preieve sup un lapin a ete centrifuge 
k 3 000 tours/min. pendant 5 minutes et lave pour 
obtenip des erythrocytes qui ont ete dilu6s dans du 
serum physiologique pour preparer une suspension 
d'erythrocytes (erythrocytes 6x10 /3,5 ml). Six tubes k 
essais en Pyrex de 10 ml de 1,0 cm de diamfetre ont ete 
prepares, et I'on a introduit dans chacun d'eux 3,5 ml 
de la suspension. Trois des six tubes k essais ont ete 
pris comme groupe temoin, et on leur a ajoute 
respectivement 50 jjlI d'ethanol. Les trois autres tubes 
k essais ont 6te pris comme groupe d'essais et on leur 
a ajoute 50 fil d 'echanti I Ion respectivement, puis on 
les a soumis k une preincubation dans L'obscurite 
pendant 30 minutes. Lorsque la preincubation etait 
terminee, on a ajoute 0,5 ml d'une solution aqueuse de 
rose bengale (12 HO comme photosensibi Lisant, et Les 
ouvertures ont ete bouchees hermet iquement avec du 
para-film. Dans une boite hexah6drique rectangulai re de 
50x20x25 cm, dont I'interieur a ete peint dans une 
couleur fonc£e et equipee d'une lampe fluorescente de 
20W, les tubes k essais ont et6 disposes £ une distance 
de 5cm de la Lampe et irradies pendant 15min.. Le but de 
l f addition du photosensibi lisant et de I ' i r radiati on 
par La lumiere etait de produire des especes chimiques 
k oxy&ne actif. 

Lorsque I M r radiation etait terminee, les 
tubes k essais ont ete maintenus k l'obscurite et Les 
t ransmittances k 700nm ont ete mesurees k des 
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intervaltes de 15 minutes. A cette Longueur d'onde, 
1 1 augmentation de t ransmi ttance de la suspension 
d 'Erythrocyte Etait p roportionnet le b l f hEmolyse des 
Erythrocytes. 

5 Toutes Les experiences dEcrites ci-dessus ont 

EtE effectuEes b une temperature ambiante constante de 
27°C, et les activitEs de protection des cellules des 
Echanti lions contre les espEces chimiques b oxygEne 
actif ont EtE dEfinies corome le temps de demi-hEmo lyse 

10 (en minutes) nEcessaire pour photohEmolyser 50% des 
Erythrocytes ajoutEs dans les conditions ci-dessus. 
3) REsultats 

Les rEsultats sont donnEs dans le tableau 1 
ci-dessous, qui montre que plusieurs flavonoides tels 
15 que galangine, E6CG etc. ont une activitE supErieure b 
celle de IHA-tocophErol. 
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Tableau 1 : Effet de protection des cellules des 
flavonoides contre les especes chimiques a oxygene 
actif. 
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Essai 2 : Activity synergique de La galangine et de 
I ' EGC6 . 

La galangine et I'EGCG ont 6t6 combines dans- 
te rapport molaire de 3:1-1:3 pour preparer des 
6chantiLLons <4mM> et des mesures ont 6t6 effectives de 
La roeme mani£re que dans l'essai 1 . La comparaison des 
r£sultats avec ceux de l'essai 1 montre que la 
galangine et I'EGCG ont une nette activity synergique. 



Tableau 2 : Synergie de la galangine et de I'EGCG. 



Echanti lion 


Temps de demi-hemolyse (min.) 


galangine + E6C6(1:1) 


>2000 


galangine + E6C6<3:1> 


>2000 


galangine + EGC6(1:3) 


>2000 


galangine 


1800 


EGC6 


400 


o^-tocoph^rol 


45 
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32 



Exemples 1-6 : 

Preparation de la solution contenant 
I'extrait total. 

Pour 1,0 kg de matidres v6g6tales s£ches 
obtenues h partir de feuilles de Camellia Sinensis L., 
de racines d'Alpinia of f icinarum, de racines de 
Scutellaria baTcalensis Georgi, de feuilles de Ginkgo 
biloba L., d'6corces de fruits de Citrus tangerina 
Hort. et de Tanaka et de feuilles d'Acacia catechu 
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Wi L Id, on a ajoutS 10kg d'6thanol k 50(V/V)X et, aprds 
avoir extrait le melange k la temperature ambiante 
pendant 7 jours, on a ajout£ 8,0 kg d'eau k La solution 
contenant I'extrait. La solution obtenue a &t& vieillie 
5 en chambre froide k 10°C et f Utrfte— pour donner k 

chaque fois 16 kg de solution contenant I'extrait 
total. 
Essai 3 : 

Hesure de l'activit§ de protection des 
10 cellules de I'extrait total de matidres v£g6tales. 

Cet essai a 6t6 effectu£ pour mesurer 
l*activit6 de protection des cellules des solutions 
contenant un extrait total obtenues dans les exemples 1 
k 6. 

15 L'essai a 6ti effectuS de la meme manifere que 

dans I'essai 1 excepts que les solutions dilutes par 
l f 6thanol C1- 10) de la solution contenant I'extrait 
total ont itk utilises comme 6chanti I Ions . 

Les r£sultats sont donnds dans le tableau 3 

20 ci-dessous. D'apr6s les r€sultats, on peut voir que les 
extraits totaux d»Alpinia et de Camellia contenant 
respecti vement de la galangine et de I'EGCG pr£sentent 
une excellente activity, et I'on estime que ces 
solutions peuvent etre utilises elles-memes comme 

25 agents de protection des cellules. 
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Tableau 3 : Activity de protection des cellules de 
I'extrait total 

Source d f extrait total Temps de demi-h6raolyse (min.) 

5 - 

Camellia 800 

Alpinia 420 

Scutellaria 290 

1Q Ginko 55 

Citrus 38 

Acacia 42 

T4moin 32 



15 



Exemple 7 : 

Activity s/nergique dans l*extrait total 
obtenu d partir de Camellia et d'Alpinia 

20 Des solutions contenant des extraits totaux 

obtenus i partir de feuilles de Camellia Sinensis L* et 
de racines d'Alpinia officinarum Hsnce respect ivement, 
ont &t£ combines dans le rapport de 1:1 (en poids de 
base) et essaydes de La m&me manifere que dans I'essai 

25 3, La mesure montre que le temps de deml-hSmolyse est 
de 1200 min. 
Exemple 8 : 

Preparation d'un extrait purifiS de Camellia 
Sinensis L. 

30 A 1,0 kg de feuilles sfeches de Camellia 

Sinensis L., on ajoute 10 kg d f eau et on extrait le 
melange obtenu pendant deux heures k 80°C tout en 
chauffant, puis on concentre le filtrat d un volume de 
1/5 k 50°C. On ajoute au concentre 5 kg d'6thanol et, 

35 
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aprfcs avoir m§lang6 et filtr§, on concentre le filtrat 
h sec k 50°C pour obtenir 80g d'extrait purifi* 
contenant de l*EGCG. 
Exemple 9 : 

5 Extraction de ..La_ galangine. 

A 100g de racines s&ches d'Alpinia 
officinarum Hance^ -on-ajout^. ._„1^0.kg d'ac^tate d'ithyle. 
On chauffe Le melange obtenu sous reflux pendant 2 
heures et, apr&s ref roidissement , on le filtre. On 

10 concentre le filtrat. On souraet le concentrS h une 
chromatographic sur colonne avec du gel de silice (gel 
de silice 200g, diamdtre de la colonne 4cm, n-hexane : 
acetate d'£thyle = 3:1(V/V)) pour obtenir les fractions 
contenant de la galangine, apr£s quoi on les fait 

15 recristalliser dans un melange de n-hexanol et 
d f ac6tate d B 6thyle 1:1CV/V), ce qui donne 0,9g de 
ga langine. 
Exemple 10 : 

Preparation d'un agent de protection des 

20 cellules. 

On dissout 8g de I'extraft purifi6 de 
Camellia Sinensis L. obtenu dans I'exempte 8 et 0,9g de 
la galangine obtenue h partir d'Alpinia officinarum 
Hance dans I'exemple 9 dans 1,6kg de la solution 

25 contenant I'extrait total obtenue S partir de 
Scutellaria baicalensis Georgi dans I'exemple 3 pour 
preparer I'agent de protection des cellules. L'agent de 
protection des cellules ainsi obtenu a it6 essay6 de la 
mime manifere que dans I'essai 3, et la mesure a montr£ 

30 un temps de demi-hSmolyse supfirieur h 2000 min. 
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R EVEND IC ATIONS 

1. Agent de protection des cellules contre 
les especes chinlques £ oxygene actif prepare a partir 
d'extraits totaux ou purifies de latUres vegetales 
choisies parmi les feullles de Camellia sinensis L., 
des raclnes d^Alpinia officinarum Hance et des racines 
de Scutellaria baJcalensis Georgl qui contlent au inolns 
un flavonofde biochlmiquement actif constitue par du 
gallate de (-)-epiga llocatechine, de la galangine ou de 
la ba?cal£1ne comme constituant actif. 

2. Agent de protection des cellules suivant 
la revendication 1, dans lequel I'agent de protection 
des cellules est caracteris6 en ce quMl contient de la 
(-)-4piga llocatechine et de la galangine dans le 
rapport mo la ire de 1:3 a 3:1. 

3. Agent de protection des cellules suivant 
la revendication 1, caracterise en ce qu'on combine la 
solution contenant I'extrait total de Camellia sinensis 
L. et la solution contenant I'extrait total de Alpinia 
officinarum Hance. 

4. Agent de protection des cellules suivant 
la revendication 1, dans lequel I'agent de protection 
des cellules est prepare en dissolvant I'extrait 
purifie contenant du gallate de I ' (-)-epigal locatechine 
obtenu £ partir de Camellia sinensis L. et de la 
galangine extraite d'Alpinia officinarum Hance dans la 
solution contenant I'extrait total de Scutellaria 
baTcalensis Georgl. 

5. Procede de preparation d'un agent de 
protection des cellules selon la revendication 1 qui est carac- 
terise" en ce qu'on extrait les matieres v£g£tales avec de l'dthanol 
aqueux, en ce qu'on ajoute de I'eau a la solution 
contenant I'extrait dans Les memes quantites et en ce 
qu'on fait vieillir le melange obtenu. 
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6. Proc6d6 de preparation de gallate de (->- 
6pigallocat6chine qui est caract6ris* en ce qu'on 
extrait les feuilles de Camellia sinensis L. avec de 
I'eau & raison de 10 fois leur poids & 80°C, en ce que, 
5 aprfes f i ltration,on concentre le filtrat & un volume de 

1/5/ en ce qu'on ajoute au concentre de l'6thanol k 
raison de trois fois son poids, en ce qu'on ilimine le 
pricipit* par filtration et en ce qu'on concentre le 
filtrat * sec. 

10 7. Proc4d6 de preparation de la galangine qui 

est caract£ris6 en ce qu'on effectue une 
chromatographic sur colonne avec du gel de silice sur 
I'extrait par I'acState d'£thyle d'Alpinia officinarum 
Hance pour obtenir des fractions contenant de la 

15 galangine, puis on recr i sta I li se les fractions dans un 

melange hexane:ac6tate d' ithy le-1 :1 C V / - 

8. Composition cosmStique qui est 

caract£ris£e en ce qu'elle comprend un agent de 
protection des cellules coraprenant au moins un flavonoi- 

5n de selon la revendi cation 1. 
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